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k57 Resumen:
Acidos grasos -halogenados y sus derivados como
inhibidores de la produccion de feromonas sexuales
de insectos.
Compuestos de formula general CH3(CH2)n CXY
COR en la que n=5-17, X representa un halogeno F,
Cl, Br, I, Y representa un hidrogeno o un halogeno,
pudiendo tener en ese ultimo caso el mismo o distinto
valor que X, y R representa -OH, -OH1, donde R1, es
un alquilo o fenialquilo de cadena lineal o ramicada
de 1 a unos 18 atomos de carbono que puede con-
tener una o varias insaturaciones en la cadena -CoA,
-SR2, donde R2 puede tener el mismo valor que R1,
-N(R3)2, donde R3 es un alquilo de 1 a 6 atomos
de carbono. Miembros de esta clase de compuestos
han mostrado una extraordinaria actividad en inhibir
la produccion de feromona sexual de las hembras de
diversos insectos, en particular lepidopteros.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Acidos grasos -halogenados y sus derivados como inhibidores de la produccion de feromonas sexuales
de insectos.
Sector de la tecnica
Control de insectos plaga.
Estado de la tecnica
Esta invencion se reere a composiciones y metodos para la inhibicion de la produccion de feromonas
sexuales de insectos, compuestos que regulan el comportamiento sexual y el apareamiento de los insectos.
Gran esfuerzo se esta dedicando, a nivel mundial, al desarrollo de nuevos metodos biorracionales, com-
patibles con el medio ambiente, para el control de insectos plaga. Entre ellos, cabe destacar la utilizacion
de feromonas de insectos y otros mensajeros qumicos (\semiochemicals") en sus diversas aproximaciones
de control del nivel de la plaga (\monitoring") trampeo masivo (\mass trapping") y confusion (\mating
disruption"). A pesar de los notables exitos obtenidos hasta la fecha en la aplicacion de feromonas, en
laboratorios industriales y de organismos academicos se estan estudiando otras alternativas tales como
la distupcion de la percepcion antenal de dichas feromonas. Los pasos importantes implicados en esta
percepcion incluyen la adsorcion de la feromona presente en el aire sobre la supercie de la antena, se-
guido de la difusion a un receptor que, previa interaccion con los componentes de la secrecion feromonal,
es activado lo que ocasiona un cambio en la conductancia de la membrana y la transduccion de la se~nal.
Sin embargo, para que el insecto pueda mantener su orientacion dicha se~nal ha de ser inactivada para
que el proceso pueda reiniciarse. Dicha inactivacion implica, entre otras cosas, la alteracion qumica de
la feromona a una forma inactriva. En aquellos casos en los que la feromona es un ester de un acido
carboxlico, dicha alteracion qumica se logra por una rapida degradacion hidroltica promovida por una
carboxilesterasa al alcohol inactivo (Ferkovich et al., J. Chem. Ecol. 8, 859-66 (1984)).
Diversos mono, di- y trihaloacetatos y trifluorometilcetonas con estructuras analogas a las feromonas
sexuales de diversos insectos (Prestwich and Streinz, J. Chem. Ecol. 14, 1003-21 (1988); (M. Riba et al.,
Pestic. Sci. 41, 97-103 (1994)) y fosfatos o fosfonatos de alquilo de formula general
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donde R1 representa -R3, -OR3 o N(R3)2, en el que R3 es una alquilo de 1 a unos 18 atomos de carbono;
R2 representa un alquilo de 1 a unos 18 atomos de carbono; y X representa OR3, halogeno, CN, SR4 o
N(R4)2 donde R4 es un alquilo de 1 a 5 atomos de carbono con la condicion que por lo menos uno de los
sustituyentes R2 y R3 es un grupo alquilo de una feromona (Fukuto et al., US Patent 5,064,820; Nov. 12,
1991) han mostrado ser inhibidores competitivos de las esterasas antenales y por lo tanto son capaces de
interferir con la orientacion y el apareamiento de una gran variedad de insectos.
Recientemente, en nuestro laboratorio iniciamos un proyecto de investigacion para la busqueda de
inhibidores de los diversos enzimas implicados en la biosntesis de feromonas sexuales de insectos, es-
pecialmente de la familia de los lepidopteros. Dentro de dicho proyecto se ha encontrado, mediante la
aplicacion de trazadores deuterados apropiados, que derivados de acidos grasos ciclopropenicos inhiben
diversas desaturasas en la biosntesis de las feromonas sexuales en las hembras de Spodoptera littoralis
y Thaumetopoea Pityocampa (L. Gosalbo et al. Insect. Biochem. Molec. Biol. 22(7) 687-90 (1992)).
Asimismo, las oxidasas, que intervienen en la transformacion del acido palmtico en acido mirstico en
la biosntesis de la feromona sexual de la Spodoptera littoralis, eran inhibidas por diversos derivados
halogenados y ciclopropilhalogenados de acidos grasos (G. Rosell et al. Insect Biochem. Molec. Biol.,
22(7) 679-85 (1992). Sin embargo, en todos estos casos aunque estos derivados inhiban claramente la
incorporacion de los precursores marcados en los diversos pasos biosinteticos estudiados, no alteraban los
niveles de produccion de la feromona natural. Este resultado se justico por no intervenir dichos enzimas
en el paso determinante de la biosntesis afectado por el neuropeptido que regula la biosntesis (PBAN).
En la biosntesis de la feromona sexual de los insectos indicados se comprobo que la interaccion del PBAN
habra de producirse sobre los enzimas implicados en los ultimos pasos de la secuencia biosintetica; re-
ductasas y acil transferasas. (G. Fabrias et al. Arch Insect Biochem. Biophys., 27, 77-87 (1994)).
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Es un objetivo de la presente invencion proporcionar nuevas composiciones que alteren la produccion
de la feromona sexual en insectos por interferencia con los enzimas implicados en el paso regulado por el
PBAN y proporcionar as un procedimiento especco, no toxico, de control de insectos plaga, al impedir
el acoplamiento, dirigido por aquellos mensajeros qumicos, y por lo tanto, la reproduccion de dichos
insectos.
Descripcion detallada de la invencion
Los compuestos de la invencion se han dise~nado para proporcionar un nuevo y seguro medio para el
control de insectos por disminucion de la produccion de feromona natural.
Dicho efecto debera producirse por inhibicion de los pasos biosinteticos regulados directamente por
el PBAN. Para lograr dicho efecto se han seleccionado los acidos grasos -halogenados y derivados, an-
tes indicados, debido a los resultados previos descritos en la literatura [(R.A. Coleman et al., Biochim.
Biophys. Acta 1125, 203-9 (1994)] sobre la actividad de derivados del acido 2-bromopalmtico como
inhibidores no selectivos de enzimas de membrana asociadas con el metabolismo de lpidos en mamferos.
Puesto que uno de los tipos de enzimas afectados son las acil transferasas, miembros especcos de la clase
de compuestos indicados pueden ser utiles para el control de insectos que utilizan esteres (en particu-
lar, acetatos) como componentes mayoritarios o minoritarios en la composicion feromonal de la hembra.
Como es bien conocido a todos los que trabajan en este campo, las mezclas de feromonas sexuales de
muchos insectos de la familia de los lepidopteros, que constituyen importantes plagas agrcolas o foresta-
les, contienen uno o mas esteres como componentes, especialmente acetatos. Es por ello que la presente
invencion puede tener una amplia aplicacion como se deduce de la extensa bibliografa existente en este
campo y de diversas listas de composiciones de feromonas sexuales (Arn et al. List of sex pheromones of
lepidoptera and related attractants OILB-SROB/IOBC-WPRS, Paris-France, 1988).
Ademas, se ha comprobado que los compuestos de la presente invencion tambien inhiben la accion de
las reductasas implicadas en la biosntesis de feromonas sexuales de insectos al impedir la formacion de
feromonas cuyo constituyente principal es un alcohol y en las que, por tanto, no tiene lugar una reaccion
de acetilacion.
Los compuestos de la invencion pueden prepararse por metodos convencionales empleados en sntesis
organica bien conocidos a los versados en esta disciplina. Dichos compuestos pueden emplearse indivi-
dualmente o en forma de mezclas de mas de un compuesto. Generalmente, la administracion de estos
compuestos puede llevarse a cabo de manera similar a la empleada para los pesticidas convencionales en
disolventes organicos, emulsiones en agua o mezclas con soportes solidos para su actuacion por contacto
o ingestion. Las dosis utilizadas pueden variar en un amplio intervalo, en general, pueden emplearse
cantidades que oscilen entre 10 a 1000 gramos por hectarea, preferentemente entre 250 a 500 gramos.
Sin que ello presuponga una limitacion en la aplicacion de la presente invencion, que se dene en las
reivindicaciones especicadas mas adelante, vamos a describir un ejemplo concreto de aplicacion.
Ejemplo 1
Inhibicion de la produccion de feromona natural de Spodoptera littoralis
Una cantidad de 2.9 - 10−10 a 1.2 - 10−7 moles de acido 2-bromopalmtico en 0.1 l de dimetil-
fulfoxido se aplicaron topicamente sobre una glandula feromonal de hembrasvrgenes de la 2a fotofase
de Spodoptera littoralis 1 hora antes de la escotofase. Tres horas mas tarde se disectan las glandulas
feromonales y se extraen individualmente en un vial con 100 l de hexano conteniendo 10 ng de acetato
de tridecilo. Al cabo de 1 hora se retira el tejido glandular del vial y se concentran los 100 l de hexano
de cada vial hasta 5 l que se mantienen en un congelador a -40C hasta el analisis por cromatograa de
gases-espectrometra de masas (GC-MS) utilizando el control de iones individualizados (SIM). A efectos
de comparacion en los ensayos en blanco se hizo el mismo tratamiento aplicando 0,1 l de metilsulfoxido.
Dichos analisis se llevaron a cabo en un FISONS MD-800 (GC/MS/EI) operando a 70 eV. Se inyecta-
ron las muestras a analizar en splitless. La valvula de purga se abre 0.8 min. despues de la inyeccion. El
gas portador es helio y la presion 14 psi. La columna capilar de slica es una HP-5 \crosslinked" con 5 %
de fenilmetisilicona de una longitud de 25 m y un diametro interior de 0.20 mm y un espesor de fase de
0.33 m. La programacion de temperaturas se inicio a 80C durante 1 minuto y se aumento 10C/minuto
hasta 280C manteniendose a esta temperatura 4 minutos.
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Los iones seleccionados fueron m/z 192 y 252 para el componente mayoritario de la feromona natural,
acetato de Z-9, E-11-tetradecadienilo, (Z9, E11{140Ac), y m/z 182 y 242 para el standard interno acetato
de tridecilo. El porcentaje de inhibicion se calculo aplicando la formula
% inhibicion = Area controles - Area tratados
Area controles
x 100
Los resultados obtenidos por aplicacion de diversas dosis de acido 2-bromopalmtico se dan a conti-
nuacion empleando 10 replicas en cada experimento:
Dosis: 0.1 g/glandula 0.5 g/gl. 1 g/gl. 10 g/gl.
% Inhibicion 12 % 25 % 72 % 80 %
Ejemplo 2
Estudio de la inhibicion de produccion de feromona de la S. littoralis en tunel de viento
Se realizo una prueba con machos y hembras de S. littoralis de la 2a escotofase que haban estado
en la misma sala de fotoperodo. Media hora antes del inicio de la escotofase, se aplica a la glandula
sexual de las hembras, separadas en dos grupos de n=4, 0.1 l de DMSO (controles) y 2 ng/gl de acido
2-bromopalmtico en 0.1 l de DMSO (inhibidos). El ensayo en tunel de viento se realizo 4.5 h. despues
del inicio de la escotofase y 5 h. despues del tratamiento con inhibidor. Se observaron los porcentajes
de tres parametros distintos en los machos expuestos a las hembras control e inhibidas: movimiento de
excitacion de alas y antenas, vuelo y contacto con la hembra. Los datos obtenidos fueron los siguientes:
machos
hembras alas/antenas vuelo contacto
experimento 1 controles 86 %(12/14) 71 %(10/14) 64 %(9/14)
inhibidos 42 %(5/12) 33 %(4/12) 8 %(1/12)
experimento 2 controles 100 %(12/12) 58 %(7/12) 58 %(7/12)
inhibidos 40 %(4/10) 20 %(2/10) 20 %(2/10)
experimento 3 controles 100 %(18/18) 77 %(14/18) 61 %(11/18)
inhibidos 29 %(4/14) 29 %(4/14) 7 %(1/14)
Total 1,2,3 controles 95 %(42/44) 70 %(31/44) 61 %(27/44)
inhibidos 36 %(13/36) 28 %(10/36) 11 %(4/36)
Como puede observarse, en todos los casos, las hembras tratadas con el inhibidor presentaron una
menor atraccion sexual indicando que la produccion de feromona sexual haba disminuido.
Ejemplo 3
Inhibicion de la produccion de feromona de Bombyx mori
El experimento se realizo con hembras de Bombyx mori a las que recien emergidas se les ha seccio-
nado la cabeza. Despues de 24 hrs. en fotofase para asegurar la no presencia de feromona, los insectos se
inmovilizan en una red y sobre la glandula sexual se aplican 10 ng/glandula de acido 2-bromopalmtico
en 0.1 l de DMSO (Tratados) y 0.1 l de DMSO para los insectos de referencia (Controles). Al cabo
de 45 min. una vez que la glandula ha absorbido el DMSO y el inhibidor, se sueltan en botes y se
inyecta en el abdomen de las hembras 4 pmol de neuropeptido activador de la biosntesis de feromona
(Bom-PBAN) en 10 l de solucion salina Meyer-Miller. Al cabo de 1 h. en fotofase se corta la glandula
entera. Se a~naden 0.1 ml de hexano y 10 ng de acetato de tridecilo como referencia interna. Se retira
la glandula y el extracto organico de cada glandula se concentra hasta 4 l en un vial. Se analizan 2 l
de cada extracto glandular en CG/EM y se mira la relacion entre los iones 238 de la feromona natural
(E,Z-hexadeca-10,12-dien-1-ol) y 182 correspondiente al patron interno (acetato de tridecilo).
Se observo un porcentaje de inhibicion del 95.4  2.7 en la produccion de feromona.
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De la anterior descripcion, una persona experta en la tecnica puede captar facilmente las caractersticas
esenciales de la invencion y, sin separarse del espritu y del campo de aplicacion, adaptarla a diversos
usos y condiciones.
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REIVINDICACIONES
1. Acidos grasos -halogenados y sus derivados como inhibidores de la produccion de feromonas se-
xuales de insectos caracterizados por la formula general I
CH3(CH2)n CXY COR en la que n = 5-17, X representa un halogeno (F, Cl, Br, I) Y representa un
hidrogeno o un halogeno, pudiendo tener en este ultimo caso el mismo o distintos valores que X, y R
representa -OH, -OR1, donde R1 es un alquilo o fenilalquilo de cadena lineal o ramicado de 1 a unos
18 atomos de carbono que puede contener una o varias insaturaciones en la cadena, CoA-SR2 donde R2
puede tener el mismo valor que R1, -N(R3)2, donde R3 es un alquilo de 1 a unos 6 atomos de carbono.
2. Acidos grasos segun reivindicacion 1, donde X es bromo e Y hidrogeno.
3. Acidos grasos segun reivindicacion 1, donde X e Y son bromo.
4. Procedimiento para inhibicion de la produccion de feromona sexual de insectos, caracterizado
por la aplicacion de formulaciones conteniendo por lo menos uno de los compuestos de formula general I,
preparadas segun las tecnicas usuales en el campo de pesticidas convencionales.
5. Procedimiento segun la reivindicacion 4 en el que se emplean dos o mas compuestos de formula
general I.
6. Procedimiento segun la reivindicacion 4 en el que la administracion se lleva a cabo en disolucion.
7. Procedimiento segun la reivindicacion 4 en el que la administracion se lleva a cabo en suspension
acuosa.
8. Procedimiento segun la reivindicacion 4 en el que la administracion se lleva a cabo en suspension
solida.
9. Procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que la administracion se lleva a cabo a unas dosis
de 10 a 1000 gramos por hectarea.
10. Procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que la administracion se lleva a cabo, preferente-
mente, a una dosis de 250 a 500 gramos por hectarea.
11. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes en el que el acido graso halogenado
o sus derivados son compuestos quirales.
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